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APRESENTAÇÃO

A evolução das práticas realizadas nas atividades agrícolas para cultivo de alimentos 
e criação de animais, potencializadas por inovações tecnológicas, bem como o uso mais 
consciente dos recursos naturais utilizados para tais fins, devem-se principalmente a 
disponibilização de conhecimentos científicos e técnicos. Em geral os avanços obtidos 
no campo científico têm ao fundo um senso comum, que embora distintos, estão ligados. 

As investigações cientificas proporcionam a formação de técnicas assertivas com 
comprovação experimental, mas podem ser mutáveis, uma vez que jamais se tomam 
como verdade absoluta e sempre há possibilidade de que um conhecimento conduza a 
outro, através da divulgação destes, garante-se que possam ser discutidos.

 Ademais, a descoberta de conhecimentos técnicos e científicos estimulam o 
desenvolvimento do setor agrário, pois promove a modernização do setor agrícola e 
facilita as atividades do campo, otimizando assim as etapas da cadeia produtiva. A difusão 
desses novos saberes torna-se crucial para a sobrevivência do homem no mundo, uma 
vez que o setor agrário sofre constante pressão social e governamental para produzir 
alimentos que atendam a demanda populacional, e simultaneamente, proporcionando o 
mínimo de interferência na natureza. 

Desse modo, faz-se necessário a realização de pesquisas técnico-científicas, e sua 
posterior difusão, para que a demanda por alimentos possa ser atendida com o mínimo 
de agressão ao meio ambiente. Pensando nisso, a presente obra traz diversos trabalhos 
que contribuem na construção de conhecimentos técnicos e científicos que promovem 
o desenvolvimento das ciências agrárias, o que possibilita ao setor agrícola atender as 
exigências sociais e governamentais sobre a produção de alimentos. Boa leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Ramón Yuri Ferreira Pereira

Paula Sara Teixeira de Oliveira
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RESUMO: A pesca artesanal é fonte de renda 
para pescadores ribeirinhos, mas também 
desponta como matéria-prima alternativa para 
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alguns segmentos industriais. A parte sem valor econômico são os mais promissores, 
podendo ser reaproveitados: cabeça, cauda, barbatanas, escamas, nadadeiras e vísceras 
internas. Dessa última é possível extrair proteases, um conjunto de biomoléculas altamente 
desejável no mercado global de enzimas. O intestino é a principal fonte de proteases 
alcalinas aplicadas usualmente na indústria, como as proteases colagenolíticas. Proteases 
colagenolíticas são enzimas capazes de clivar o colágeno nativo, tornando-as de interesse 
biomédico e farmacêutico. Levando em consideração a extensa área costeira brasileira e 
a riqueza e abundância das espécies de peixes marinhos, este trabalho propõe selecionar 
resíduos negligenciados do processamento do pescado para investigar seu potencial 
biotecnológico no fornecimento de proteases. Os resíduos investigados foram: intestino, 
fígado e mix de vísceras internas (órgãos internos sem identificação prévia) de 11 espécies 
capturadas e comercializadas por pescadores artesanais do litoral pernambucano. Vísceras 
internas (ou mix de vísceras internas) foram maceradas, homogeneizadas, centrifugadas 
e quantificadas quanto ao teor de proteínas totais, proteases inespecíficas e quanto ao 
seu potencial colagenolítico. As maiores atividades colagenoliticas foram encontradas 
nos intestinos de dourado (371,4 U/mg) e arabaiana (519,6 U/mg), embora todas os 
demais resíduos apresentaram potencial para fornecimento de proteases com atividade 
colagenolítica. Assim, é sugestivo que novas investigações sejam realizadas para melhor 
isolamento, purificação e bom emprego biotecnológico, principalmente em ensaios de 
produção de peptídeos de colágeno, uma das aplicações desse tipo de protease, atividades 
que vem sendo desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa. Ainda, este trabalho se alicerça 
na perspectiva de agregar valor ao produto pesqueiro artesanal e na contribuição para com 
a redução dos descartes inadequados dos referidos resíduos. 
PALAVRAS-CHAVE: colagenolítica, proteases, peixes, resíduos.

FISH VISCERA AS RAW MATERIAL FOR THE EXTRACTION OF PROTEASES WITH 

COLLAGENOLYTIC ACTIVITY 

ABSTRACT: Artisanal fishing is the source of income for riverine fishers, but also surges as 
an alternative source of raw material for some industrial sectors. The economically valueless 
parts are the most promising, and head, tail, fins, scales, flippers and internal viscera can be 
reused. From the latter, it is possible to extract proteases, a set of highly desirable biomolecules 
in the global enzyme market. The intestine is the main source of alkaline proteases usually 
applied by the industry, like collagenolytic proteases. Collagenolytic proteases are enzymes 
capable of cleaving native collagen, making them of biomedical and pharmaceutical interest. 
Considering the extensive Brazilian coastal area and the richness and abundance of marine 
fish species, this work intends to select overlooked residues from fish processing to investigate 
its biotechnological potential in providing proteases. The investigated residues were: intestine, 
liver and a mixture of internal viscera (internal organs without previous identification) from 11 
species captured and commercialized by artisanal fishers. Internal viscera (or mix of internal 
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viscera) were macerated, homogenized, centrifuged and quantified in terms of total protein 
content, non-specific proteases and their collagenolytic potential. The highest collagenolytic 
activities were found in intestines of Common dolphinfish (371,4 U/mg) and Greater 
amberjack (519,6 U/mg), although all other residues showed potential for providing proteases 
with collagenolytic activity. Thus, it is suggested that further investigations are carried out 
with residues for better isolation, purification and good biotechnological utilization, mainly in 
collagen peptide production essays, one of the applications of this type of protease, which are 
activities that have been developed in our research group. Still, this work supports itself in the 
perspective of adding value to the artisanal fishery product and contributing to the reduction 
of improper discard of referenced residue.
KEYWORDS: collagenolytic, proteases, fish, residues.

1 |  INTRODUÇÃO

Vísceras internas representam em média 5% do peso do peixe (IDEIA et al., 2019) e 
são consideradas a parte sem valor econômico, mas de grande potencial industrial para 
produção de bioprodutos comerciáveis (YOUNES et al., 2015; VILLAMIL et al., 2017; 
MOTA et al., 2019; NG et al., 2020). Quando não aproveitados, são descartados de forma 
inadequada, gerando ônus ambiental, tornando-se um ponto crítico em planos de gestão 
(LEE et al., 2020). As vísceras são consideradas resíduos e se somam a cabeça, cauda, 
barbatanas, nadadeiras, pele, escamas e demais órgãos internos como matéria-prima 
potencialmente aproveitáveis (OLIVEIRA et al., 2020). Ao longo do sistema gastrointestinal 
dos peixes, diferentes tipos de enzimas são secretadas, tornando as vísceras uma fonte 
natural rica e barata desse tipo de biomolécula (IDEIA et al., 2019), principalmente de 
proteases, um grupo de enzimas de alto valor econômico no mercado global de enzimas 
(BEZERRA et al., 2006; DABOOR et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 
2020). 

Proteases são capazes de clivar as ligações peptídicas da estrutura proteica e 
assim convertê-la em estruturas menores como peptídeos e aminoácidos (BHAGWAT & 
DANDGE, 2018; GURUMALLESH et al., 2019). Tripsina, quimotripsina e colagenases são 
alguns dos exemplos de proteases altamente desejadas pelas indústrias e que podem 
ser recuperadas de vísceras internas de peixes, como intestino (LINO et al., 2014; SILVA 
et al., 2019).  As colagenases compõem um grupo de enzimas capazes de clivar a tripla 
hélice do colágeno, sendo um grupo de enzimas de alto interesse para os segmentos 
biomédicos e farmacêuticos, seja para a produção de peptídeos bioativos, auxiliando em 
processos cicatriciais (BHAGWAT & DANDGE, 2018). 

Proteases com atividade colagenolitica já foram extraídas e purificadas de resíduos 
digestivos de espécies de peixes Tropicais e Neotropicais (DABOOR et al., 2012; 
OLIVEIRA et al., 2020), sendo altamente incentivados novas investigações para tornar 
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esses dados mais abundantes e utilizar essas vísceras internas como matéria-prima 
alternativa para extração de proteases com atividade colagenolítica, suprindo, assim, a 
demanda de enzimas dessa categoria. Tomando por base esse contexto, este trabalho 
propõe o aproveitamento de vísceras internas (intestino, fígado e/ou mistura de vísceras 
sem identificação prévia – mix) descartadas pelo processamento de espécies de peixes 
Neotropicais para recuperação de proteases com atividades colagenolíticas de interesse 
do mercado global de enzimas.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Recebimento e pré-tratamento das vísceras internas

Resíduos de 11 espécies de peixes Neotropicais (Patrimônio Genético Brasileiro 
n°A25441A) foram recolhidos a partir da coleta em colônias de pescadores artesanais de 
Recife e Região Metropolitana, a saber: arabaiana (Seriola dumerili), arenque (Clupea 
harengus), bonito-listrado (Katsuwonus pelamis), carapeba prateada (Diapterus rhombeus), 
castanha (Umbrina coróides), cavalinha (Scomber japonicus), dourado (Coryphaena 
hippurus), piraúna (Cephalopholis fulva), tainha (Mugil Liza), saramunete (Pseudupeneus 
maculatus) e sapuruna (Haemulon aurolineatum). Após filetagem pelos pescadores, 
os resíduos recolhidos foram pesados (o fígado e o intestino foram separados quando 
viável, quando não, foram utilizados como uma mistura de vísceras sem identificação 
prévia), imersos em água destilada (remoção de sujidades), armazenados em sacos de 
gelo e conduzidos ao Laboratório de Tecnologia de Bioativos-LABTECBIO, Departamento 
de Morfologia e Fisiologia Animal-DMFA, Universidade Federal Rural de Pernambuco-
UFRPE.

2.2 Método de preparação do extrato bruto enzimático

Para a extração enzimática, as vísceras foram pesadas, maceradas em almofariz 
de porcelana 500 ml, diâmetro 148 mm com pistilo, durante 5 minutos, para em seguida, 
serem homogeneizados na proporção de 1:3 de tecido para tampão de extração (0.05 
M Tris-HCl pH 7.5, Sigma, St. Louis, MO, USA), durante 5 minutos a 10,000 rpm e 
4°C, em intervalos de 2 minutos, utilizando um homogeneizador, modelo RW 20 S32 
(IKA, Guangzhou, China). Após essa etapa, os materiais foram centrifugados (Sorvall 
Superspeed RC-6, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante 25 minutos, 
a 10.000 x g a 4ºC. Finalizada a centrifugação, o precipitado foi descartado, enquanto 
que o sobrenadante foi pré-aquecido por 20 minutos a 45ºC para seleção de proteases 
termoestáveis, passando por nova centrifugação nas mesmas condições anteriores 
(OLIVEIRA et al., 2019a). O segundo sobrenadante foi definido como extrato bruto final 
(EB), utilizando-as para quantificação de proteínas totais, atividade proteasica inespecífica 
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e atividade colagenolítica (CA).

2.3  Quantificação de proteínas totais

A quantificação de proteínas totais foi realizada usando o método do ácido 
bicinchonínico (BCA) (SMITH et al., 1985).

2.4 Atividade proteasica inespecífica 

A determinação de proteases inespecíficas foi realizada em microplacas de 96 poços 
e leitor ELISA (Bio-rad 550), com leitura a 450 nm. Resumidamente, em eppendorf de 1,5 
mL: 50 µl de solução de azocaseína a 1% (p/v) e 30 µl de extrato enzimático foram incubados 
a 25ºC e protegidos de iluminação, por um período de 60 minutos. Após incubação, 
foram adicionados 240µL ácido tricloroacético a 10%, aguardando-se em repouso por 
um período de 15 minutos. Em seguida, os eppendorf foram centrifugados a 10,000 x 
g durante 5 minutos a 4°C. Seguida a centrifugação, em microplaca, foram adicionados 
70 µl do sobrenadante, acrescendo-se 130 µl de hidróxido de sódio (NaOH) 1 M. Todas 
as análises foram realizadas em triplicatas. Uma unidade (U) de atividade enzimática foi 
definida como a quantidade de enzima necessária para hidrolisar a azocaseína, dando um 
aumento de 0,001 unidades de absorbância por minuto (ALENCAR et al., 2003).

2.5 Atividade colagenolítica

A atividade colagenolítica foi realizada utilizando Azo dye-impregnated collagen 
(Sigma-Aldrich) como substrato após sucessivas lavagens em tampão de extração (50 
mM Tris-HCl pH 7,5), centrifugação por 3 minutos a 4ºC para separação dos vasoativos e 
acompanhamento da absorbância em leitor de ELISA. Após, em eppendorf de 2 mL, foram 
adicionados 5 mg de azocoll (após sucessivas lavagens em tampão de extração para 
liberação dos peptídeos vasoativos), 500 µl de tampão de extração e 500 µl de extrato 
bruto contendo a enzima. O eppendorf com a mistura do material foi colocado em placa 
de aquecimento a 55ºC, com agitação constante. Após o período de 30 minutos, a reação 
foi estacionada adicionando-se 200 µl de ácido tricloroacético e aguardou-se em repouso 
por mais 10 minutos, para então, ser centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos a 
4°C. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessária para 
aumentar a absorção de 0,01 a 520 nm (OLIVEIRA et al., 2020).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Todas as vísceras internas analisadas apresentaram potencial para o fornecimento 
de proteases, principalmente com atividade colagenolítica (Tabela 1), de acordo com o 
tipo de material identificado (intestino, fígado e/ou uma mistura de vísceras internas).
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Espécie-alvo Nome cientifico Tipo de resíduo AP (U/ml) AC (U/ml) AC (U/mg)
Arabaiana S. dumerili Intestino 7,5 467,7 519,6
Arabaiana S. dumerili Fígado 0,1 32,8 13,5
Arabaiana S. dumerili Mix 0,3 44,8 25,0
Arenque C. harengus Intestino 6,3 198,4 36,6

Bonito-listrado K. pelamis Intestino 5,8 368,2 55,3
Carapeba prateada D. rhombeus Intestino 10,9 246,2 98,2

Castanha U. coróides Intestino 2,3 394,6 383,1
Cavalinha Sc. japonicus Intestino 2,8 440,6 286,1
Cavalinha S. japonicus Fígado 4,5 31,4 164,1
Cavalinha S. japonicus Mix 2,8 440,6 153,5
Dourado C. hippurus Intestino 6,6 482,8 371,4
Dourado C. hippurus Fígado 0,5 41,4 23,4
Piraúna C. fulva Intestino ND 110,9 119,9
Piraúna C. fulva Fígado ND 63,3 83,7
Tainha M. Liza Intestino 12,4 119,2 159,1
Tainha M. Liza Fígado 1,1 31,4 108,7

Sapuruna H. aurolineatum Intestino ND 216,2 221,2
Sapuruna H. aurolineatum Fígado ND 80,7 119,8

Saramunete P. maculatus Intestino 1,9 217,2 229,3
Saramunete P. maculatus Fígado 4,7 30,2 20,7
Saramunete P. maculatus Mix 1,7 52,2 80,2

Tabela 1: Atividades proteasica e a colagenolítica das vísceras recolhidas das espécies de peixes-alvo. 
ND- não determinado. Peso aproximado de 20 g (vísceras/espécie). Mix- mistura de vísceras internas; 

AP – Atividade proteasica inespecífica. AC- Atividade colagenolítica específica. 

Intestino (OLIVEIRA et al., 2019a; SILVA et al., 2019), resíduos de músculos 
(OLIVEIRA et al., 2017b), fígado (OLIVEIRA et al., 2019a) e mistura de vísceras internas 
(DABOOR et al., 2012) do pescado já foram utilizados como fonte de proteases com 
atividade colagenolítica, com o descrito para várias espécies de peixes marinhos, tais 
como: anchova (Pomatomus saltatrix) (SILVA et al., 2019), ariocó (Lutjanus synagris), 
beijupirá (Rachycentron canadum), pescada branca (Cynoscion leiarchus) (OLIVEIRA et 
al., 2019a) e de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) (SILVA et al., 2019). 

Levando em consideração o tipo de resíduo e a fonte (espécie-alvo), os dados 
apresentados na tabela 1 sinalizam a potencialidade e corroboram com o descrito na 
literatura cientifica. Em ordem decrescente, os intestinos recolhidos de arabaiana (519,6 U/
mg), castanha (383,1 U/mg), dourado (371,4 U/mg), cavalinha (286,1 U/mg) e saramunete 
(229,3 U/mg) apresentaram alta atividade colagenolítica quando comparada as demais 
tipos de resíduos (intestino das demais espécies ou mesmo outros tipos de vísceras 
internas). Os dados apresentados vão de encontro com o já descrito para alguns peixes 
Neotropicais, como para os de origem marinha: pescada branca (Cynoscion leiarchus) 
(22,0 U/mg) (OLIVEIRA et al., 2017b), surubim (Pseudoplatystoma corruscans) (15,95 U/
mg), ariocó (Lutjanus synagris) (35,18 U/mg), cavala (Scomberomorus mackerel) (46,88 
U/mg) e beijupirá (Rachycentron canadum) (52,13 U/mg); bem como os de água doce: 
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jaguar (Parachromis managuensis) (31,98 U/mg), tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) 
(58,27 U/mg), tambaqui (Colossoma macropomum) (66,68 U/mg) e tucunaré (Cichla 
ocellaris) (94,35 U/mg) (OLIVEIRA et al., 2019a).

Aqui, nas situações em que houve a mistura de vísceras internas (mix), a atividade 
colagenolítica não foi tão significava. Um dos motivos para esse acontecimento pode ser a 
presença de inibidores no extrato enzimático ou mesmo da perda de atividade enzimática 
por parte do preparado uma vez a não identificação e separação de vísceras pode ter 
contribuído para essa redução. Arabaiana e dourado são espécies de alto valor comercial, 
porém não são tão comuns de ser encontrado em colônias de pescadores artesanais para 
comercialização, fator que dificulta na obtenção de resíduos suficientes para um ensaio 
biológico, sendo necessário um tempo maior para sua realização, enquanto que castanha 
e cavalinha são espécies mais comuns de serem capturadas e comercializadas. Oliveira et 
al. (2017c) investigaram o potencial colagenolítico da arabaiana, encontrando 42,44 U/mg 
de atividade enzimática especifica. Esse valor é inferior ao descrito neste trabalho (519,6 
U/mg), fato que pode ser explicado pelas adaptações na forma de extração, otimizando o 
aproveitamento do resíduo e melhorando seu índice de recuperação. 

Embora tenha sido a menor atividade quando comparada as espécies anteriormente 
citadas, os resíduos intestinais de saramunete (figura 1) demonstraram ser promissores 
(229,3 U/mg), muito devido à abundância da espécie, o preço de comercialização e a 
facilidade de captura, o que favorece uma captação maior de vísceras internas para 
reaproveitamento. Os extratos de fígado de cavalinha (164,1 U/mg), os intestinos de tainha 
(159,1 U/mg), piraúna (119,9 U/mg) e sapuruna (221,2 U/mg) também apresentaram 
valores superiores aos relatados para outras espécies Neotropicais.
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FIGURA 1: Exemplares de saramunete (Pseudupeneus maculatus) capturados (8°04’41.8”S 
34°52’33.3”W) para etapas de evisceração. 1A- Espécies de saramunete em fase de filetagem na 
associação de pescadores do Pina, Recife-PE; 1B- Vísceras internas (intestinais) removidas de 
saramunete; 1C- Extrato bruto enzimático de vísceras internas de saramunete. Fonte: Própria. 

4 |  CONCLUSÕES

Proteases com propriedades colagenolíticas foram recuperadas com sucesso a 
partir de diversos tipos de resíduos de espécies de peixes marinhos. Resíduos intestinais 
foram os que apresentaram melhores resultados, aqueles oriundos dos exemplares de 
arabaiana, castanha, dourado, cavalinha e saramunete, respectivamente. Em virtude 
disso, a escolha do tipo de resíduos deve levar em consideração a abundância da espécie, 
uma vez que é preciso uma quantidade considerável para o inicio da extração enzimática. 

Também, é recomendável que após as etapas de extração básica seja realizada uma 
etapa de purificação para diminuir a quantidade de agentes inibidores químicos e físicos. 
Atuando sob uma perspectiva de aproveitamento de resíduos como forma de reduzir os 
descartes inapropriados, este trabalho visou incentivar ainda a reutilização desta matéria-
prima (vísceras internas) com menor custo possível, além de promover a valorização do 
resíduo no mercado global de enzimas e, consequentemente, possibilitar uma fonte de 
renda extra para o pescador artesanal.
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